Функціонування Na⁺-H⁺-антипортерів плазматичних і вакуолярних мембран у рослинних клітинах за умов засоленого середовища та вплив на них біологічно активних препаратів by Рибченко, Ж.І. & Палладіна, Т.О.
УДК 576.311.33/.314:581.17:581.526.52:661.162.6
Ж.I. Рибченко, Т.О. Палладiна
Функцiонування Na+-H+-антипортерiв плазматичних
i вакуолярних мембран у рослинних клiтинах за умов
засоленого середовища та вплив на них бiологiчно
активних препаратiв
(Представлено членом-кореспондентом НАН України С.О. Костерiним)
Дослiджено роль вторинно-активних Na+-H+-насосiв у солестiйкостi рослин та вплив
на них бiологiчно активних препаратiв на проростках кукурудзи, експонованих в при-
сутностi 0,1 М NaCl. Активнiсть Na+-H+-антипортерiв у вакуолярних мембранах клi-
тин коренiв виявилася на порядок вищою, нiж у плазматичних мембранах. У присут-
ностi NaCl активнiсть антипортерiв, особливо у вакуолярних мембранах, значно зро-
стала, посилюючись з часом. Обробка насiння препаратом метiур, який вiдзначаєть-
ся сильним сoлепротекторним ефектом, викликала подальше посилення активностi
Na
+-H+-антипортерiв, особливо за умов сольової експозицiї, тодi як вплив слабшо-
го за нього препарату iвiн був незначним. Встановлено, що солепротекторна спромо-
жнiсть метiуру значною мiрою пояснюється його здатнiстю посилювати функцiону-
вання Na+-H+-антипортерiв, якi виводять з цитоплазми клiтин токсичний для них
Na
+ назовнi та до вакуолярного простору.
Засолення грунтiв є небезпечним екологiчним фактором, розповсюдження якого через гло-
бальнi змiни клiмату скорочує рiзноманiття рослинного свiту та продуктивнiсть агровироб-
ництва. Стан сольового стресу в рослинах є результатом порушення в них осмотичного й
iонного гомеостазу, причому провiдну негативну роль вiдiграє натрiй як головний катiон
солей, що засолюють грунти. Якщо для тваринних органiзмiв натрiй є життєво необхiдним
елементом, то для рослинних вiн є непотрiбним, а в пiдвищених концентрацiях — токсич-
ним. Na+ потрапляє в рослиннi клiтини через потенцiалзалежнi канали для K+, заважаючи
проникненню останнього [1]. Накопичення Na+ в цитоплазмi порушує перебiг метаболiзму,
i тому адаптацiя рослинних клiтин до умов засолення передусiм полягає в пiдтриманнi в нiй
низького рiвня Na+. Виведення його з цитоплазми до позаклiтинного та вакуолярного про-
стору здiйснюється вторинно-активними Na+-H+-антипортерами, якi функцiонують у плаз-
матичних i вакуолярних мембранах, споживаючи енергiю потенцiалiв, якi створюються на
них первинно-активними H+-насосами [2].
Визначальна роль Na+-H+-антипортерiв у солестiйкостi рослин привернула до них iн-
терес дослiдникiв, тому було проведено iзолювання їх бiлкiв з ряду рослин, з’ясовано мо-
лекулярнi характеристики та шляхи регуляцiї [3, 4]. На пiдставi отриманих результатiв
було знайдено радикальний спосiб посилення солестiйкостi рослин шляхом створення їх
трансгенних форм, що мiстять чужорiднi гени потужних Na+-H+-антипортерiв та їх ре-
гуляторних бiлкiв [1]. Проте впровадженню їх в практику заважає негативне ставлення
споживачiв агропродукцiї, що вимагає шукати альтернативнi шляхи. Одним з них є зас-
тосування безпечних бiоактивних препаратiв, здатних вiдчутно посилювати солестiйкiсть
будь-яких рослин.
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За результатами дослiдження солепротекторної здатностi ряду препаратiв, зокрема ме-
тiуру та iвiну, синтезованих в Iнститутi бiоорганiчної хiмiї та нафтохiмiї НАН України,
встановлено перевагу метiуру, на пiдставi чого вiн був запропонований для вирощування
кукурудзи на зерно на засолених грунтах [5]. Mетiур є дешевим i практично нетоксичним
препаратом (LD50 > 4000), захисна дiя якого зберiгається протягом циклу розвитку одно-
рiчних рослин. Порiвняно з метiуром iвiн (LD50 > 1800) виявляв бiльш слабкий ефект,
який обмежувався перiодом вегетативного росту.
Метою даної роботи стало з’ясування впливу препаратiв метiур та iвiн на фукцiонуван-
ня Na+-H+-антипортерiв плазматичних i вакуолярних мембран в клiтинах коренiв рослин
у присутностi NaCl.
Дослiдження здiйснювали на проростках гiбриду кукурудзи Десна СВ, вирощених у вод-
нiй культурi на середовищi Хогленда, якi в 7-добовому вiцi експонували в присутностi 0,1 М
NaCl протягом 1 або 10 дiб. Препарати застосовували шляхом замочування насiння в 10−7 М
розчинах. Мембрани iзолювали з тканин коренiв на ультрацентрифузi Optima TML-90K
Beckman Coulter. Фракцiю плазматичних мембран отримували методом розподiлу фаз [6],
а тонопласта — в ступiнчатому градiєнтi сахарози [7, 8]. Активнiсть Na+-H+-антипортерiв
визначали флуоресцентним методом на спектрофлуориметрi Shimadzu RF 1501, використо-
вуючи для плазматичних мембран квiнакриновий зонд [9], а для вакуолярних — акриди-
новий оранжевий зонд [10]. Результати подавали в ∆% F/(мг бiлка · хв), кiлькiсть бiлка
визначали за Бредфорд. Дослiди виконували в 6 бiологiчних i 3 аналiтичних повторах,
визначаючи достовiрнiсть за критерiєм Стьюдента.
Як показали результати дослiдження, за вiдсутностi NaCl активнiсть Na+-H+-антипор-
терiв у плазматичних мембранах 8-добових проросткiв була ледве помiтною, оскiльки бiлок
знаходився в неактивнiй формi [4], проте через 10 дiб зростала в 4 рази. Метiур викликав
її посилення саме у 8-добових проросткiв, яке зникало у часi, тодi як ефект iвiну не спо-
стерiгався (табл. 1). При 1-добовiй сольовiй експозицiї активнiсть Na+-H+-антипортерiв
збiльшувалася у 6 разiв, тодi як при 10-добовiй — лише в 1,3 раза, а отже, вiдповiдь цих ан-
типортерiв на присутнiсть Na+ проявлялася переважно на початку експозицiї. Застосування
метiуру посилювало функцiонування антипортерiв, яке зростало при 10-добовiй експозицiї,
що спостерiгалося, хоча й меншою мiрою, у дослiдi з iвiном (табл. 2). Одержанi результати
свiдчать про здатнiсть цих препаратiв, головним чином метiуру, стимулювати викид Na+
через плазматичнi мембрани. Посилене функцiонування Na+-H+-антипортерiв плазматич-
них мембран у присутностi NaCl було вiдмiчено у солестiйких лiнiй арабiдопсису [1].
Активнiсть Na+-H+-антипортерiв вакуолярних мембран у клiтинах коренiв 8-добових
проросткiв за безсольових умов у 22 рази перевищувала таку в плазматичних мембранах,
Таблиця 1. Вплив бiологiчно активних препаратiв на функцiонування Na+-H+-антипортерiв плазмалеми в
клiтинах коренiв проросткiв кукурудзи, M ±m; n = 6
Препарат
Вiк проросткiв
8 дiб 17 дiб
∆%F/(мг
бiлка · хв)
% вiдносно
контролю
∆%F/(мг
бiлка · хв)
% вiдносно
контролю
Контроль 0,068 ± 0,02 100 0,273 ± 0,09 100
Метiур 0,088 ± 0,03 129 0,280 ± 0,07 102
Iвiн 0,071 ± 0,04 104 0,275 ± 0,09 99
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проте з вiком проросткiв рiзниця мiж ними скорочувалася бiльш нiж удвiчi. За вiдсутностi
в середовищi NaCl активнiсть Na+-H+-антипортерiв вакуолярних мембран зростала з вiком
проросткiв, тодi як значний стимулюючий ефект метiуру знижувався, а iвiну практично
зникав (табл. 3). Сольова експозицiя незначно посилювала функцiонування Na+-H+-анти-
портерiв вакуолярних мембран, активнiсть яких, як i за безсольових умов, зростала у часi.
Застосування метiуру, на вiдмiну вiд iвiну, посилювало активнiсть антипортерiв такою ж
мiрою, як i за вiдсутностi NaCl, скорочуючись з часом (табл. 4).
Таким чином, згiдно з результатами дослiдження пiдтримка низького рiвня Na+ у ци-
топлазмi клiтин коренiв вiдбувається в основному шляхом його локалiзацiї у вакуолярному
просторi клiтин. Цей процес здiйснюється за допомогою вакуолярних Na+-H+-антипорте-
рiв, активнiсть яких зростає з часом. Активнiсть у клiтинах коренiв Na+-H+-антипортерiв
плазматичних мембран, якi контролюють транспорт Na+ на довгi дистанцiї [4], є значно
слабшою i знижується при подовженнi сольової експозицiї. Застосування препарату ме-
тiур посилює активнiсть обох Na+-H+-антипортерiв, причому функцiонування того, що дiє
Таблиця 2. Вплив бiологiчно активних препаратiв на функцiонування Na+-H+-антипортерiв плазмалеми в
клiтинах коренiв проросткiв кукурудзи за умов засолення, M ±m; n = 6
Препарат
Термiн експозицiї проросткiв
1 доба 10 дiб
∆%F/(мг
бiлка · хв)
% вiдносно
контролю
∆%F/(мг
бiлка · хв)
% вiдносно
контролю
Контроль 0,410 ± 0,02# 100 0,364 ± 0,08 100
Метiур 0,490 ± 0,02∗ 119 0,610 ± 0,07∗ 167
Iвiн 0,410 ± 0,02 100 0,423 ± 0,01 116
Пр им i т ка . Тут i в табл. 3, 4 p < 0,05, достовiрно вiдносно контролю без сольової експозицiї (#) та вiдносно
контролю при сольовiй експозицiї (∗).
Таблиця 3. Вплив бiологiчно активних препаратiв на функцiонування Na+-H+-антипортерiв тонопласта в
клiтинах коренiв проросткiв кукурудзи, M ±m; n = 6
Препарат
Вiк проросткiв
8 дiб 17 дiб
∆%F/(мг
бiлка · хв)
% вiдносно
контролю
∆%F/(мг
бiлка · хв)
% вiдносно
контролю
Контроль 1,50± 0,02 100 2,72 ± 0,01 100
Метiур 2,01± 0,01#∗ 134 3,30 ± 0,03#∗ 121
Iвiн 1,62± 0,05∗ 108 2,80 ± 0,02# 102
Таблиця 4. Вплив бiологiчно активних препаратiв на функцiонування Na+-H+-антипортерiв тонопласта в
клiтинах коренiв проросткiв кукурудзи за умов засолення, M ±m; n = 6
Препарат
Термiн експозицiї проросткiв
1 доба 10 дiб
∆%F/(мг
бiлка · хв)
% вiдносно
контролю
∆%F/(мг
бiлка · хв)
% вiдносно
контролю
Контроль 1,82± 0,03# 100 2,85 ± 0,05# 100
Метiур 2,53± 0,01#∗ 139 3,50 ± 0,02#∗ 122
Iвiн 1,65± 0,02#∗ 90 3,00 ± 0,01#∗ 105
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в плазматичних мембранах, збiльшується з тривалiстю сольової експозицiї, а у вакуолярних
мембранах — знижується. Iвiн, на вiдмiну вiд метiуру, практично не впливає на активнiсть
Na
+-H+-антипортерiв у клiтинах коренiв, чим може великою мiрою пояснюватися вiдсу-
тнiсть у нього протекторного ефекту на рослини. Функцiонування Na+-H+-антипортерiв
енергетично залежить вiд H+ насосiв у цих мембранах, на активнiсть яких впливає ме-
тiур [11]. Участь метiуру в механiзмах регуляцiї функцiонування транспортних механiзмiв
мембран за умов натрiєвого засолення буде висвiтлено в подальших дослiдженнях.
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Ж.И. Рыбченко, Т.А. Палладина
Функционирование Na+-H+-антипортеров плазматических
и вакуолярных мембран растительных клеток в условиях засоления
среды и влияние на них биологически активных препаратов
Исследована роль в солестойкости растений вторично-активных Na+-H+-насосов и влия-
ние на них биологически активных препаратов на проростках кукурузы, экспонированных на
0,1 М NaCl. Активность Na+-H+-антипортеров в вакуолярных мембранах клеток корней
была на порядок выше, чем в плазматических мембранах. В присутствии NaCl активность
антипортеров, особенно в вакуолярных мембранах, значительно повышалась, усиливаясь
со временем. Обработка семян препаратом метиур, который обладает сильным солепро-
текторным эффектом, усиливала активность Na+-H+-антипортеров, особенно в условиях
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солевой экспозиции, тогда как влияние более слабого препарата ивин оказалось незначитель-
ным. Установлено, что солепротекторная способность метиура объясняется в основном
его способностью усиливать функционирование Na+-H+-антипортеров, которые выводят
из цитоплазмы клеток токсический для них Na+ во внешнее и вакуолярное пространство.
Zh. I. Rybchenko, T.O. Palladina
Na
+-H+-antiporters function in plant cell plasma and vacuolar
membranes under saluinity conditions and eﬀect of biological active
preparations
A role of secondary-active Na+-H+-pumps in plant salt tolerance and their inﬂuencing with biologi-
cal-active preparations have been studied on corn seedlings roots exposed at 0.1M NaCl presence.
It has been found that Na+-H+-antiporter activity in a vacuolar membrane exceeded it in a plasma
one by ten times. NaCl presence increased these activities mainly in a vacuolar membrane. Corn
seed treatment with preparation Methyure possessing a potent salt protective eﬀect induced a further
intensiﬁcation of Na+-H+-antiporters in NaCl presence mainly, whereas an answer of a less eﬀecti-
ve preparation Ivine was negligible. Obtained results showed that a salt protective eﬀect of prepara-
tion Methyure depends predominantly on its ability to increase a toxic Na+ removal from plant cell
cytoplasm by means of Na+-H+-pumps activation.
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